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OZET

Amag: Multipl skleroz, demiyelinizasyon ve akson hasari ile karekterize olan, ndrodejeneratif bir hastaliktir. Multipl skleroz hastaligi tizerine birgok
caliyma yapilmistir. Ancak tim bu g¢aligmalara ragmen Multipl sklerozun nedeni tam olarak bilinmemektedir. Caligmamuzda transkripsiyon
faktorlerinin forkhead ailesine ait miyojenik biiyiime ve farklilasmasinda rol alan forkhead box O1 gen ifadesinin Multipl skleroz hastaligi {izerinden
norodejenerasyon ile iliskisi arastirildi.

Gereg ve Yontem: Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Noroloji Poliklinigi'nde takip edilen 93 Multipl
skleroz hastasi c¢aligma kapsamina alindi. Kontrol grubunu ndrodejeneratif herhangi bir hastaligi bulunmayan 93 goniillii olusturdu. Hasta ve
goniilliilerden alinan periferik kanlardan RNA izolasyonunu yapildi. forkhead box O1 gen ifade diizeyleri RT-PCR yontemi ile arastirildi. Elde edilen
veriler Mann-Whitney U testi yontemi ile analiz edildi.

Bulgular: Bu ¢alisma sonuglarina gére Multipl sklerozlu hastalardaki kan forkhead box O genlerinden forkhead box Ol'in ifadesi saglikli kontrol
grubuna gore farklilik gostermedi (p>0,05).

Sonug¢: Bu bulgular nérodejeneratif bir hastalik olan Multipl skleroz tedavi ve tanisinda daha ileri molekiiler ¢alismalarin devamunin gerekliligi ve
norodejenerasyonun baskilanmasinda gérevli diger genlerin arastirilmasinin 6nemli olacagimi diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Norodejenerasyon, RT-PCR, forkhead box O1 Geni

ABSTRACT

Investigation of Forkhead BOX O1 gene expression in Neurodegeneration with RT-PCR

Objective: Multiple sclerosis, is a neurodegenerative disease characterized by demyelination and axonal damage. There have been many studies on
multiple sclerosis disease. However, in spite of all these studies, the exact cause of Multiple sclerosis is unknown. In our study, we investigated the
relationship between forkhead box Ola member of Homo sapiens forkhead box O gene family which has effect on growth and differentiation of
myogenic that belongs to Forkhead Family and Multiple sclerosis disease.

Material and Method: The study group comprised 93 patients with the diagnosis of Multiple sclerosis who have applied to Gaziantep University
Faculty of Medicine, and Department of Neurology. 93 healthy individuals without any neurodegenerative disease are included as controls. RNA was
obtained from peripheral blood samples of patient and control groups. We analyzed forkhead box O1 gene expression levels using RT-PCR. The data
obtained were analyzed with Mann—Whitney U test.

Results: According to the results of analysis there is no difference between forkhead box O1 rates in patients with multiple sclerosis and healthy
control group (p>0,05).

Conclusions: These findings suggest that it would be important to investigate the necessity of the continuation of the treatment and diagnosis of
Multiple sclerosis further molecular studies and other genes in charge of the suppressing neurodegeneration.
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Klinik ve patolojik tanimlamasi ilk kez 1868 yilinda
Charcot tarafindan yapilan Multipl skleroz (MS)
hastalig1 ile ilgili 140 yili askin zamandan bu yana
bircok c¢aligma yapilmasma karsin hala olusum
mekanizmas1 ¢oziilememistir (1). Ancak bagisiklik
yanitinda nedeni bilinmeyen diizensizlikler sonucu,
miyelin kaybryla sonuglanan bir siire¢ yasandig
bilinmektedir (2). Dolayisiyla MS’le ilgili yapilacak
genetik caligmalarda, bagisiklik yanit1 etkileyen genler
iyi irdelenmelidir.

Forkhead  box  (FOXO)  proteinleri  bir
transkripsiyon faktdr ailesidir ve apoptosiz, hiicre
biiyiimesi, gelisimi, gogalmasi ve sag kaliminda etkili

olan genlerin ekspresyonunu kontrol ederler (3). FOXO
proteinlerinin esas belirleyici 6zelligi 80-100 aminoasid
den olusan “winged helix” olarak da bilinen hedef
genlerin  DNA‘larina  baglanabilen forkhead box
bolgesidir (4). Bu sayede hedef genleri aktive ya da
inhibe ederler (4).

Forkhead box ailesi genleri ile sinir hasari
hastaliklar1 arasindaki iligkiler {izerine herhangi bir
caligmayla karsilasilmamigtir. Bu aragtirma MS ile
FOXO1 geni arasindaki muhtemel iligkiyi ortaya
koymayi amaglayan ilk caligmadir. Bu baglamda MS
hastaliginin prognozu, FOXO genlerinin yolaklar1 ve MS
hastaliginda FOXO genleri islevlerinin incelenmesi
hedeflenmektedir.
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GEREC VE YONTEM
Hastalik Tamis1 ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma oncesi Firat Universitesi etik kurulundan onay
(sayt: 97132852/050.01.04) ve hasta ya da hasta
ebeveynlerinden bilgilendirilmis onay formu ile izin
alindi. Bu arastirmada, Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Noroloji klinigine bagvuran, MS tamis1 almig
93 hasta ile norodejeneratif herhangi bir hastalig
olmayan saglikli 93 kisi kontrol grubu olarak kullanild.

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarina ait yas ortalamalari

Bayram ve Yigiter

MS tamisi i¢in klinik bulgular yaninda, Manyetik
Rezonans Goériintiileme (MRG) 'de beyin lezyonlarinin
zamansal ve uzaysal dagilimi, beyin-omurilik sivisi
(BOS) incelemesi, uyarilmis potansiyeller gibi yardimei
tamisal incelemeler yapildi. MS'li hastalardan 93 tanesi
on sekiz yag istii yetigkin grubuydu. Hasta grubunda 1
tek epizot, 7 tek atakla olast MS, 10 sekonder progresif,
6 primer progresif ve 69 relapsing remitting tanisi almig
hasta vardi. Calisilan gruplar ile ilgili bilgiler Tablo 1°de
verilmigtir.

Ornek Yas tek epizot tek atakla seconder primer relapsing remitting
Sayisi ortalamasi olasi MS progresif progresif

Hasta grubu 93 35.79 1 10 6 69

Kontrol grubu 93 32.98

Arastirma Yontemleri

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji
kliniginde toplanan hasta ve kontrol grubuna ait periferik
kanlar uygun soguk zincir kosullarinda Firat Universitesi
Saglik  Bilimleri  Fakiiltesi Molekiiler = Genetik
Laboratuvarina getirildi. Burada kan 6rneklerinden RNA
izolasyonu yapildi. Daha sonra elde edilen RNA
orneklerinden Ters Transkriptaz PCR yontemi ile cDNA
cevrimi gerceklestirildi.

RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon Kiti
(RocheDiagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak
yapildi. RNA orneklerden cDNA sentezi First Strand
cDNA sentez (AMV) Kkiti  (RocheDiagnostics,
Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. Hedef
genlerin ifade tayini i¢in Tablo 2’de verilen primer ve
problar tasarlandi.

Tablo 2. Hamarat gen (housekeeping gen) ve hedef genlerin primer
dizileri ve nlikleotid numaralari.

Gen Primer Dizisi NCBI _ nukleotid
no
ACTB 5-ACCACACCTTCTACAATGAGC-3' NM_001101.3
5-CAGCCTGGATAGCAACGTAC-3'
FOXO 5-AGACAACGACACATAGCTGG-3' NM_002015.3

1 5-AGGGAGTTGGTGAAAGACATC-3'

Primer ve problarin tasarimi i¢in www.roche-
applied-science.com/sis/rtpcr/upl web sayfasi kullanildi.
Buradan elde edilen diziler Pubmed NCBI niikleotid
dizileri ile karsilagtirilarak dogruluklar1 tespit edildi.
Primerler IDT (Integrated DNA Technologies, Belgika)
firmasina sentez  ettirildi. Calismada  Universal
ProbeLibrary (UPL) problari kullanild1
(RocheDiagnostics, Mannheim, Almanya). UPL problari
8-9 niikleotidlik kisa dizileri olarak, kilitli niikleotid
(LockedNucleicAcid; LNA) teknolojisi kullanildi. Real
time PCR tepkimesi i¢in 14 pl ditile su, 0,2 pl UPL
probe (10 uM), 0,4 plforward primer (10 uM), 0,4
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plreverse primer (10 pM), 4 ul Lightcyler Tagmanmaster
(faststartTaq DNA polimeraz, tampon, MgCIl2, dNTP
karigimi), 1 pl o6rnek c¢DNA karigimi  hazirlandi.
Hazirlanan karisim kapiller tiiplere aktarildi. Kapiller
tipler LightCycler® 2.0real time PCR cihazina
yerlestirildi. 95 °C’de 10 dakika denatiirasyon yapildi.
Daha sonra 45 dongii amplifikasyon icin 95 °C 10 s
denatiirasyon, 60 °C 30 s annealing, 72 °C 60 s
extansiyon yapildi. Son asamada bir dongii 40 °C 30 s
tutulup PCR sonlandirildi.

Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler Graphpad Instat programi
kullanilarak, nonparametrik Mann-Whitney testi ile
yapild1. Orneklerin olusturduklari pikler, Ct degerleri ve
kopya sayilar1 ayri ayr1 analiz edilerek istatistiki
hesaplamalar1 yapildi. Nicel analiz sonucunda elde
edilen degerler iizerinden ATCB ile normallestirme
saglandi. Hasta/Kontrol oranlari seklinde goreceli nicel
degerleri hesaplanarak Mann-Whitney U testi ile
istatistiksel analizler yapildi. Sonuglar %95°lik giiven
araliginda (p<0.05) degerlendirildi.

BULGULAR

Her o6rnek igin iki kez real time PCR reaksiyonu
yapilarak sonuglar kontrol edildi. Olusan reaksiyon
egrileri ile her Ornegin ¢ogalma dongiileri hesaplandi
(Sekil 1).

Ornekler icin anlik gogaltimin basladigi egriler
tespit edildi. Her &rnek igin hedef gen CT (Threshold
Cycle) ve hamarat gen CT degerleri tespit edilip ACT
oranlart hesaplandi. Sonuglar 2-AACt ydntemiyle
hesaplandi.
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Sekil 1. Kontrol ve hasta grubu FOXOlgen ekspresyonuRT-PCR analiz sonuclari. FOXO1 gen ifadesi hamarat gen kadar tum hutrelerde ifade

edilmektedir.

TARTISMA

MS'de immun diizeneklerle ilgili genlere ait &zelliklerin
yiikksek oranda bulunmasi, bu hastalikta immun sistemi
icine alan bir anormalligi diisiindiirmektedir (5).
Periferik kan ve beyin omurilik sivis1 bulgularinin yan
sira, hayvan modellerinde olusturulan merkezi sinir
sistemi patolojisi ve miyelin hasari, MS patogenezinde
bagisiklik tepkisi yolaklarinin rol oynadifi varsayimini
desteklemektedir (6).

Hastaligin olusum seyrinde bir dizi faaliyet sonucu
sitokinler, makrofajlar, mikroglial gibi diger bagigiklik
hiicrelerini alana ¢eker ve bu hiicreler TNF-a veya IFN-f
gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilayarak miyelin
kilifinin dogrudan dogruya fagositik hasarimi baglatirlar
(7). Hastalik, merkezi sinir sisteminde miyelin
kaybindan, oligodendrositlerin tam kaybina kadar
degisen doku kaybina, agir mikroglia veya astrosit
¢ogalmasina ve aksonal kesilerin olusmasina neden
olmaktadir (8). Calismamizda 6zellikle bu molekiiler
mekanizmalardan ~ bazilarinin  MS'li  hastalardaki
ifadelerinin etkisini arastirmayt hedefledik. Ciinkii bu
molekiiler mekanizmalarin etkisi hastaligin gidisatini
6nemli bir sekilde etkilemektedir.

Forkhead box ailesi genleri transkripsiyon faktori
olmalarindan dolay1 molekiiler mekanizmalarda oldukg¢a
etkilidirler. Bu etkilerini ¢esitli genlerle etkilesim
halinde gergeklestirirler. Ornegin SIRT1, dért adet
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